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Beschrelbung 

Die Erftndung betrrfft eine Enzymmischung bzw. deren Verwendung zur speziftschen VervielfaJtiglung von kurzen 
Nukieirts&uresequenzen bzw. ein Verfahren zum speztfischen Nachweis soicher Nukleinsauresequenzen in Gegenwart 

5 elner Probe, Insbesondere in blologischen FtusslgkeHen. 

Die Vermehrung von einzel- bzw. doppelstrangigen Nukleinsauresequenzen in Gegenwart bestimrriter Primer und 
eines die Polymerisation induzierenden Agenzes, wie z. B. hrtzestabfle DNA-Potymerasen ode; reverse Transkrtptasen, 
finden heirtzutage eine breite Anwendung, insbesondere in der Wlnischen Diagnostic Das mehrere Cyden durchlau- 
fende Verfahren 1st hinianglich als PolymeraserKetten-Reaktion (PCR) bekannt (EP 0 200 362, EP 0 258 017). Die 

10 PCR-Reaktion wind Obiicherweise mit Hitfe der thermophiien DNA-Polymerase aue Thermus aquaticus. 6ogenannter 
Taq- Polymerase durchgefOhrt. Dieses sogenannte Wassische PCR-Verfahren zeigt jedoch bei einigen Anwendungen, 
wie bei geringen Mengen einer Nutdeinsduresequenz, wie z. B. genomischer DNA, Oder der Verwendung von mocfifi- 
zierten NuWeotlden, nur eine niedrige Effizienz bzw. fQhrt in vielen Fallen zu keiner speztfischen Vervielfaitigung. Dies 
kann oft selbst nicht durch eine hohere Cyclenzahl ausgegtichen werden. 

is Zudem treten entsprechende Phftnomene verstarkt bei l&ngeren DNA-Fragmenten auf, d.h. der frOhzeitige 
Abbruch der Vervietfaltigung ist insbesondere Wer auf die fehlerhafte Ablesung des Enzyms bei dem Rolymerisations- 
prozeB zurOckzufOhren. 

Dahar werden heute hflufig DNA-Polymerasen wie z. B. aus Pyrococcusfurlosus. sogenannte Pfu-Polymerase ver- 
wendet (Lundberg, K.S. et al.. Gene IflS (1991) 1-6). Pfu-Polymerase zetohnet sich durch zusatzlich durch eine intrin- 

20 sische 3'-<edrting)-exonuclease*Aktivitat (proofreading activity) aus und ist so imstande, die Mutationsrate pro Cyclus 
betrachtlich, und zwar um den Faktor von ungefahr 10, zu vermindern. Es hat sich jedoch gezeigt, daB die proofrea- 
ding- Polymerasen bei der Vervielfaitigung von kurzen Sequenzen, d. h. bis ca. 5 W>, an ihre Qrenzen stossen. Eine Ver- 
besserung in dieser Hinsicht ist von W. Barnes, in Proc.Natl.Acad.Sci. USA 21 (1994), 2216-2220 bzw. WO 94726766 
beschrieben. Die Verbesserung nach Barnes besteht in dem Einsatz einer Mischung, bestehend aus zwei yerschiede- 

25 nen DNA-Polymerasen, wobei die eine sogenannte proofreading- Aktivitat (wie z. B. Pfu) und die andere, im UberschuB 
vorliegende DNA- Polymerase keine proofreading- Aktivrtat (wie z. B. Taq) aufwelst Dadurch werden bei der PCR- 
Amplifikation von langeren DNA-Sequenzen, d. h. von ca. 10 - 35 kb, leweils abhangig von den verwendeten Primern, 
den Cyclenbedingungen bzw. Cyclenanzahl Oder sonstigen Bedingungen, eine hohere Effizienz als auch Ausbeute 
erziell Es hat sich jedoch gezeigt, daB bei Heineren Nukleinsauresequenzen. d. h. ca. 3 Mb Oder Meiner, eine Verbes- 

30 serung hinsichtlich Ausbeute und Speztfrtflten nicht erzielt wind. 

Der Erfindung lag somit die Aufgabe zugrunde, fur die spazrfische Vervietfaltigung von kurzen Nukleinsaurese- 
quenzen MaBnahmen zur Verfogung zu stellen, durch die die im Stand der Technik beschriebenen Nachteile Qberwun- 
den werden. 

Die Aufgabe wird dadurch gelost. daB eine Mischung, bestehend aus einer thermophiien DNA-Polymerase mit 

35 proofreading- AktM tat und einer thermophiien DNA-Polymerase ohne proofreadlng-AktMtat zur Vervielfaitigung von 
Nukleinsauresequenzen mit ca. 5 kb Oder Weiner mittels PCR-Reaktion bei einer Elongationstemperatur von mlnde- 
stens 70 °C verwendet wild. Die zwette DNA-Polymerase tiegt dabei im OberschuB vor, vorzugsweise in einer minde- 
stens dfach hoheren Konzentration als das erste Enzym. 

FQr das erste Enzym kommen beispielsweise DNA-Polymerasen aus Pvrococcus furlosus (Pfu), aus Pyococcus- 

40 spezies Thermotoga maritima (Tma), aus Pyrococcus woesii (Pwo), aus ThermOCOCCtiS lltQPaltS (Tli) Oder Sg.lfolofau.fi 
soHataricus (Sso) in Betracht. FQr das Enzym ohne proof reading-Aktivitftt haben sich Taq DNA-Polymerase oder ent- 
sprechende Analog e wie Klentaq I (N-terminal verkOrztes Enzym), das Klenowfragment der DNA-Polymerase I aus T. 
aquaticus oder andere Polymerasen aus Thermus species als geeignet erwiesen. ErfindungsgemaB bevorzugt ist eine 
Mischung von Pwo und Taq im Verhattnls 1 :10. 

45 Die erf indungsgemaBe Enzymmischung hat sich neben der Vervietfaltigung von DNA-Fragmenten auch vorteilhaft 
zur Vervielfaitigung von RNA-Fragmenten wie beispielsweise mRNA erwiesen. Die erfmdungsgemaBe Enzymmi- 
schung enthatt in einem solchen Fall zusatzlich vorzugsweise eine DNA-Polymerase mit reverser Transkriptase (RT)- 
AktMtat wie beispielsweise AMV-RT (Avian Myeloblastosis Vlrus-RT) oder MoMuLV-RT (Moloney Murine Leukemia 
Virus-RT). Die Reaktion kann alternate zu AMV, MoMuV auch in Gegenwart einer thermostabilen DNA-Polymerase mit 

so RT-Aktat erfolgen. Bei Anwendung einer getoppelten RT-PCR hat sich die Verwendung von AMV-RT bzw. eine Tempe- 
ratur for die RT-Reaktion von ca. 45° bis 60°C als besonders geeignet erwiesen. Die Konzentration der RT, z.B. aus 
AMV, batragt Obiicherweise zwischen 0,5 bis 5,0 UA/blumen Reaktionsmlschung (10 uJ), vortellhafterwefse ca 1 ,0 bis 
3,0 U/10 jd. Die Obrigen einzuhaltenden Konditionen wie z.B. Puffer- sowie Salzkonzentrationen sind dem Fachmann 
bekannt (a z.B. Mallet, F. et al.. Bio Techniques Ifi (1995) 678-687). 

55 DarOber hinaus hang en die optimaten Reaktionsbedingungen, wie Inkubationszeit Temperatur. Pufferbedinungen, 
Magnesium (Mg 2+ ) -Konzentration bzw. die Konzentration der Enzymmischung vom jeweils verwendeten Templet e/Pri- 
mer-Paar ab und soflte jeweils Individuell bestimmt werden. Entsprechende Vorversuche gehOren zu den for den Fach- 
mann Qbiichen MaBnahmen. 

Als optimal fur die Mischung hat sich eine Enzymkonzentration im Bereich von 0.5 • 5 U/Testansatz erwiesen, vor- 
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zugsweise werden 2.5 U/Testansatz efngesetzt 

Als optimale Mg^-Kbnzentration hat sich in den meisten Fallen ein Bereich von 0.5 - 5 mM vorzuosweise ca. i 5 

5 v?rtil hat tSZ^JSZ!" F ^ 9merte 9e9enQbW 6iner mit T^**"*** durchgefOhrten PCfSSeakton den 
TSLflo £ weite "?S 8rin 9 we Enpnndlichkalt gegenOber hohen Mg^KbnzertratJonen aufwelst 
nhJ^f X a ^- k0nn6n DM * e im Bereich PH 7.0 - 9,5 puffemde Substanzen wie beispZeise Heoes 
Phosphat Thcrne. Bicine Oder Tris-HQ als Puffer for die ReakHon vwvendet werden. - "W*"** H epes. 

voa^etee 9 ^ 8 ^?^!! •J"*"""'^ belspietewelse von Tris-HCI. im Bereich von ca. 5 - 100 mM. 
io :2* ^ 9 dS AnW6Senh9it bes,immter ■»» vorteilhaft erwiesen. Bel letzteren haben 

uSciSkS ^n^ V?ZZ " W ^l M3n VOn 08 18 " 30 bovorzugt von 20 - 24 mM eowieKali- 
" einer ^"""tratte" von ca 30 - 50 mM ate besonders vorteilhaft erwiesen. Ate pH-Wert for die 
^ * Ra9manten hat ein P H - W ert von ca. 8.9 ale besonders geeignet erwieseV 

DarOber hmaus kann die PCR-Reaktion erfindungsgemflS durch den Zusatz weLer StSSTwie befcoiels. 
wetee Rinderserumalbumln in elner KbnzentrafJon von bis zu 100 M SH-ReagenJen wtocS^^^ 

t^JS^Hf! " ,Bti0n ^J^ 9 " NuW ansauresequenzen, d. h. die annahernd 3 kb Oder kOrzer sind. hat sich ins- 
besondere e.ne Temperatur for den Verlangerungsschrm von ca. 70 . 75 «C. vorzugsweise von 72 Tal^orSlh^t 

S 1 ^"^l "^W^ 8 **™ der des » amplHWerenden FmgrnJSs ab. mZX££ZL bfa 

dGTP uSJ^p' -Un ^J2L d " DNA - K8 «^^"9e~nB erforderlichen Nukleotide, wie dATP. dCTP. 

FOr 1,16 eln2elnen Nukleotide hat sich In der Regal Jewells eine Konzenlration zwfschen 50 wid 500 

ita SSISS^JS-" T ^ 8,8 ° eeiflnet erwesen ' «*« hat sich jed^ efr^STeKonSnS 
tion «r die einzelnen dNPTs ate vorteilhaft erwiesen (bis ca. 600 mMiedNTP) 3 

M JSlISr 9 rT im ^ntlichen den Mr die PCR-Reaktion erforderlichen Puffer und die erflndungs- 
S mSSIS 9 ' h *» to ™™ten Form, so deB sich nacn Vermlschur^X 

SamenS "T^" 6 " VOrteilhaften Ko^emrationen ergeben. For die Ampliation von kurzen 
mHHZP^H Re ^*^ be ™ 10 b * ">° mJ ate besonders vorteilhaft erwiesen Nach Zusammenmi- 

rcrb^rrsr^ 

rever^%rS^^i^^^ n f"f^ sehu "8 sich in Kbmbination mit einem Enzym.- welches 
40 Zi? n ^^ Insbesondere als vorteilhaft erwiesen, wenn die RT-PCR In einem ReaktkW 

afs vo^rSSe? ""besondere haben sich hier mesophne RTs wie AMV- und/oder MoMuLV-RT 

cinoL^^" 95 ?. 6 ^ 13 ?^^ 6 " tenn dar0ber WnatJS vorteilhaft fflr die Markierung von kurzen DNA-Fraamerrten 

Worteilhaft tet erfindungsgemflQ. da3 die Enzymmischung. bevorzugt bestehend aus Pwo und Taq im Verhaitnis 
SS?odi H^lt^ ^«V Bedi "9«"9en besonders gut modifizlerte NuWeotide wie Digo^ertS ™UT? aSn 
be. jeweib mgetthr 66 jiM. die von dTTP bei ca. 1 34 mM. wenn die Probes anschlieBend Ober SaShemSlot mcW 

^ 9 a " dTT ^' 8 vorte,lhaf, enwiesen - FOr dan F a». dae ein modifiziertes NukJeotid eingesetzt wird 
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U Units 
so Prlmerverrelcfinla 
SEQ ID N0:1 

Collagen Primer 1 : 5' -TAA AQQ QTC ACC QTQ OCT TC - 3' 

35 

SEQ ID N02 

Collages Primer 2: 5* ■ CQA ACC AC A TTG QCA TCA TC - 3' 
40 SEQ ID NO& 

p53 Primer 1 : 5' - TQQ AAA CTT TCC ACT TOA T • 3* 
SEQ ID NO:4 

45 

p53 Primer 2 : 5* - GTC CCA AQC AAT QQA TCA T - 3* 
. SEQ ID NO£ 

so FKBP Primer 1: 5' - GQA ATT CTA TGG GAG TGC AQQ TGG AA ■ 3' 
SEQ ID NO* 

FKBP Primer 2: 5' - GCQ GAT CCA AGC TTT CAT TCC AGT TTT AGA AGC TC - 3* 

55 

SEQ ID NO:7 

CFPrimeM: 5* - GCT GCA TCA TAT AAG TTG CC - 3 f 
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SEQ ID N0:8 

CF Primer 2: 5' • AAG GCT ACA CTO TTA ATT TT • 3 f 
s SEQ ID N0:9: 

p53Primer3 5' - GTC CCA AGC AAT QQA TOA T - 3' 
SEQIDNO:iO 

w 

p53 Primer 4: 5' • TGG AAA CTT TCC ACT TGA T - 3* 
SEQIDNO:11 

is tPA Primer 7: 5' - GGA AGT ACA GCT CAG AGT TCT GCA GCA CCC CTG C - 
SEQ(DNG:12 

tPA Primer 10: 5* - GAT GCG AAA CTG AGG CTG GCT GTA CTG TCT C - 3' 

20 

SEQ ID NO: 13 

tPA Primer 13: 5' - TGT CTC CAG CAC ACA GCA TGT TOT CGG TGA C - 3 f 
25 SEQ ID NO:14 

tPA Primer 14: 5' - CAA AGT CAT GCG GCC ATC GTT CAG ACA CAC C - 3* 
SEQIDNO:15 

30 

tPA Primer- 1 5> - AGA CAG TAC AGC CAG CCT CA - 3' 
SEQ ID NO:16 

as tPA Primer 2 5' - GAC TTC AAA TTT CTG CTC CTC - 3' 
SEQ ID NO:17 

Collagen Primer 3: 5* - CCA AGA GGA AGG CCA AGT CG - 3' 

40 

SEQ ID NO:18 

Collagen Primer 4: 5' • GGT GGT TTC TTG GTC GGT G - 3* 
45 SEQ ID NO:19 

Dystrophic Primer 1 : 5' - TAC AGT TTG CCC ATG GAT TG - 3' 
SEQ ID NO:20 

so 

Dystrophia Primer 2: 5' - GGG AAG TAG AGG ACT GTT ATG AAA GAG AAG - 3' 
SEQ ID NO:21 

65 G3PDH Primer 1: & - TGA AGG TCG GAGTCAACG GAT TTG GT - 3* 
SEQIDNO:22: 

G3PDH Primer 2: 5* - CAT GTG GGC CAT GAG GTC CAC CAC - 3 f 
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Legenden zu den Abbildungen: 

Abbildunp 1 ■ ' 

Amplrfikation eines 1.1 kb Fragments aus dem Collagen Qen aus humaner DNA, mft Taq DNA Polymerase (Stand 
der Technik) und Taq/Pwo-Mischung (erfindungsgemaB) in Abhangigkeit von der Template-Menge. 

Als Template- Variation wurdenjeweil8 2S0ng, 100ng.50ng, 10ngynd1 ng humane genomfeche DNAverwendet. 
Die Enzymmischung zeigt bei jeder Kbnzentration deutfich mehr PCR Produta, selbst 1 ng wurde effizient amplifiziert. 
Mit Taq DNA Polymerase slnd gerade noch 10 ng Ausgangs-DNA nachweisbar. Dies zeigt, daft die Enzymmischung in 
diesem Beispiel ca. 50 mal eff izienter amplifiziert ate Taq Polymerase. 

AfrbildnngS 

Ampllfikatlon eines 307 bp Fragments aus dem P 53 Qen (aus humaner DNA) mit Taq DNA Polymerase (Stand der 
Technik) und Taq/Pwo-Mischung (erfindungsgemaB) in Abhangigkeit von der Mg-lonen-Kbnzentration. Als Mg-lonen- 
Konzerrtrationen wurden 1 .5; 1 .75; 2.0; 2.5; 3.0; 5.0 mM eingesetzt. 

Die Enzymmischung zeigt Qber aile Mg-Kbnzentrationen eine effizientere Amptifikation der Ausgangs-DNA. Mit Taq 
DNA Polymerase wird nur ein deutlich sichtbares Produkt mit 1.5 mM Magnesium erzlelt.Dles zeigt, daft die Enzymmi- 
schung deutlich weniger anfallig gegendber Mg-EinflOssen ist. 

ftfrbiktonga 

Amptifikation von 324 bp, 950 bp, 2.9 kb. 4.8 kb, 6.5 kb und 9.3 kb Fragmenten aus humaner, genomischer DNA 
mit Taq/Pwo-Enzymmischung (erf indungsgemaft) und Taq DNA Polymerase (Stand der Technik). 

Mit der Enzymmischung kOnnen Qber den ganzen Bereich PCR-Produkte erzielt werden. Mit Taq-Polymerasa ist 
es nur mOglich bis 3 kb PCR-Produkte zu ampfiftzieren. In alien Fallen zeigt die Enzymmischung deutlich mehr Produkt 
als laq-Polymerasa 

/UftiMung4 

Amptifikation und Markierung eines 375 bp Fragmentes aus dem tPA Qen aus humaner DNA mft Pwo-DNA-Pdy- 
merase, Taq-DNA-Polymerase und der Enzymmischung in Abhangigkeit von verschiedenen Konzentrationen der modi- 
fizierten NuWeotiden DICrdUTP und Ho-dUTP. Sowohl der Einbau von Digoxigenin-dUTP als auch von Biotin-dUTP. 
unabhangig von der Kbnzentration des modifizierten NuWeotides, wird mit der Enzymmischung am besten vollzogen. 
Dies bezieht sicn sowohl auf die Eff Izlenz (Produktmenge) als auch auf die Dlchte der Markierung (Shift der PCR-Pro- 
dukte zu hOherem Molekulargewicht, was einen hdheren Einbau von modifiziertem dUTP entspricht). Pwo- Polymerase 
zeigt im Ethicfium-Bromid Gel keine spezifischen PCR-Produkte. nur unspezHischen Hintergrund. Taq-DNA-Polymer- 
ase zeigt nur teilwetse eine spezrftsche Amptifikation, auch hier ist ein hoher unspezifischer Hintergrund sichtbar. 

AbbildungS 

Amptifikation eines 259 bp Fragmentes aus der Collagen mRNA aus humaner Gesamt-Leber-RNA, mit Hilfe einer 
gekoppelten Reversen Transkription-Polymerase Ketten Reaktion (RT-PCR). Zum einen wird die Ampl'rfikation mit Tth 
DNA-Polymerase zum anderen mit AMWTaq-Pwo Mtechung (erilndungsgemaft) durchgefQhrt in Abhangigkeit von der 
Template Menge. 

Als Template Variation wurden jeweils 250 ng, 100 ng, 50 ng und 1 ng total RNA verwendet. Die Enzymmischung 
zeigt Qber einen breiten Bereich eine deutlich hdhere Produktmenge. Selbst bei 5 ng Ausgangs-RNA ist mit der Enzym- 
mischung noch ein deutliches Signal sichtbar, wfihrend mit der Tth DNA-Polymerase nur ein sehr schwaches Signal 
erzieft werden kana 

Abbildunqft 

Amptifikation eines 983 bp Fragmentes aus der G3PDH mRNA aus humaner Gesamt-Leber-RNA mit Hilfe einer 
gekoppelten RT-PCR. Zum einen wurde die Amptifikation mit AMV/Taq Mischung, zum anderen mit AMV/Enzymmi- 
schung (erf indungsgemaft) in Abhangigkeit von der Template RNA Menge als auch tn Abhangigkeit von der verwende- 
ten dNTP-Kbnzentration durchgefQhrt. 

Die verwendeten RNA Template Mengen waren 250 ng, 100 ng und lOng.dieverwendetendNTP Konzentrationen 
waren 200 nM (1 .5 mM Mg-lonen) Oder 500 jiM (2.25 mM Mg-lonen). Die Verwendung der AMV/Enzymmischung zeigt 
unter alien Bedingungen eine deutlich habere Produktmenge als die AMV/Taq Mischung. Ebertfalls Ist festzustelten. 
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^ dNTP/M9 * ,0nGn K6nzentration *» Veitesserung der Reaktion darstelK unabhangig vom ver- 

t 

Abbitdun ? 7 

Anyliftotfan-fflnes 1 851 bp Fragment* aus der Dystrophin mRNA aus humaner Gesamt-Muskel RNA. Zum einen 
wur<ted,e AjpWtt. mit AJWrTa, I Mischung (b). zum anderenmit AMV/Enzymmischuhg (a) hT5£3i3l!E 
Template RNA Menge als auch in Abh&ngigteH von der Ammoniumsulfatkoraentration durchgefQhrt 

Die verwendeten RNA Template Mengen waren 1 00 ng. 1 0 ng und S no die verwendaten Arnmnni. «,« 

trationen waren 1 8 mM. 20 mM. 22 mM. 24 mM und 26 mi Die Ce*uCe^M^^^ 

alien Bedingungen eine deutlich hOhere Produktmenge als die AMV/Taq Mischung (b) ymmBcnunfl w ^ tBf 

Die folgenden Beispiele verdeutlichen die Erfindung waiter: 

Belspleli: 

De J'^^ eZei9ten B l2!*2 T^ 6 8,6 Taq/ P "° Enz y" wi «h"no (erflndiingsgemaB) die thermostabilen Polymer- 
ase von Thermue^aquateus (Taq) und Pyococcus wo esii (Pwo) verwendet. Das MischungsverhaS^Sd^y- 

nt^SLT" m '■ ^ raCh AktM,ftt < Unte >- Eine W«he Enzymmlschung war 3.MU Taq PoSr*™™ 035 
U Pwo Polymerase pro ,iJ. Die Enzymmlschung wurde in Lager puffer (20 mM Tria^CI dH 7 5 fa?>C? *ri , 

mM DTT, 0.1 mM EDTA. 0.5% Tween20. 0.5% Nonidet } " 1 °° mM KC '' 1 



25 



30 



35 



40 



PCR-Puffer: 


22 mM (NH4) 2 S0 4 ; 50 mM Ths/HCI, pH 8,9 (20°C) 




1.5 mM 


Enzymmischung 


2.6 U 


dNTP 


200 nM Qewefls) 


Collagen Primer 1 


300 nM 


Collagen Primer 2 


300 nM 



50 i^lS^tJ 0 flen0n,iSChe DNA mman) m 5 ^Wedenen KonzentratJonen verwendet 250 ng. 100 ng. 

Parallel zu den Ansatzen mH der Enzymmischung wurden PCR Reaktionen mil Taq DNA Polymerase durchaefQhrt 
^l££ U ^ i9d 2U dem vwl " r b «^ri*enen Ansatz besteht Im PCR Puffer, hier wuS de^ pX 
wendet {50 mM KCI, 10 mMTris/HCI pH 8.3 (20°C)) eowie 2.5 U Taq DNA Polymerase 

durchg e efuhl? ,ifika,i0n8n '' n QenAmp 9600 "^ rlermoc y c ' er mit folgendem Cycleprogramm 



45 



SO 



55 



1x 
10x 



20x 



1x 



Denaturierung fQr 2 Mln. bei 94°C " 

Denaturierung fOr 15 Sek. bei 94°C 
Annealing for 30 Sek. bei 60°C 
Elongation (Or 45 Sek bei 72°C 
Denaturierung fQr 15 Sek. bei 94°C 
Annealing for 30 Sek. bei 60°C 

Elongation f Or 45 Sek. bei 72°C + Cycle Vertangerung fOr 20 Sek for jeden weiteren Cycle 
7 Min. bei 72°C 



25 nl des erhaKenen PCR Produktes wurde auf einem 1%igen AgaroseOel analysiert. Abbildung 1 reigt die 
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Amplifikation eines 1.1 kb Fragments aus dem Collagen Qen aus humaner DNA. mit Taq DNA Polymerase (Stand der 
Technik) und Taq/Pwo-Mischung (erf indungsgemaB) in Abhangigkeit von der Template-Menge. 

Die Enzymmischung zeigt bei jeder Template Kbnzerrtration deuttich mehr PCR Produkt selbst 1 nfa wurde effizient 
amplif iziert. Mit Taq DNA Polymerase sind gerade noch 10 ng Ausgangs-DNA nachwelsbar. Dies zeigt. daB die Enzym- 
mischung in diesem Beisplel ca. 50 mal effizlenter amptrf iziert als Taq DNA Polymerase. 

Bei spiel 2: 

Die Amplif fkationen mit der Enzymmischung als auch mit Taq DNA Polymerase wurde Identisch zu Beisplel 1 
durchgefOhrt mit folgenden Anderungen: 

Template DNA (human-genomische DNA) war 250 ng. Ate Primer wurden p53 primer 1 als forward Primer und p53 
Primer 2 als reverse Primer verwendet. 

Die Magnesium Kbnzentration wurde wie folgt verwendet: 1 .5 mM, 1 .75 mM, 2.0 mM, 2.5 mM, 3.0 mM und 5.0 mM. 
Das Cycle-Programm und die Analytik der PCR Produkte war wie in Beispiel 1 . 

Abbildung 2 zeigt die Amplifikation eines 307 bp Fragments aus dem p53 Qen mit Taq DNA Polymerase (Stand der 
Technik) und Taq/Pwo-Mischung (erf indungsgemaB) in Abhangigkeit von der Mg-lonen-Konzentration. 

Die Enzymmischung zeigt uber alle Mg-Kbnzentrationen eine effizientere Amplifikation der Ausgangs-DNA. Mit Taq 
DNA Polymerase wlrd nur eln deuttich sichtbares Produkt mft 1.5 mM Magnesium erzielt Dies zeigt daB die Enzymmi- 
schung deuttich weniger anfaltig gegenuber Mg-EinflQasen ist. 

Bel sole! 3: 

Eine Reihe von verschiedenen PCR Fragmenten wurden aus 250 ng genorrtischer DNA amplif iziert Die Bedingun- 
gen for die PCR Reaktion sowie das Cycle Programm waren wie in Beispiel 1 beschrieben mit folgenden Anderungen: 
Folgende Primerpaare und Bedingungen wurden verwendet: 

1) FKBP Primer 1/ FKBP Primer 2 (324 bp) 

2) CF Primer 1/ CF Primer 2 (950 bp) 

3) p53 Primer 3/ p53 Primer 4 (2.9 to); Elongationszeit 2 Min. 

4) tPA Primer 11 tPA Primer 10 (4.8 kb); Elongationszeit 4 Min. 

5) tPA Primer 7/ tPA Primer 1 3 (6.5 kb); Elongationszeit 5 Min. 

6) tPA Primer 7/ tPA Primer 1 4 (9.3 kb); Elongationszeit 8 Min. 

FQr 4) -6) wurden 50 p\ Reaktionsartsatze verwendet und die Elongationstemperatur wurde mit 68°C gewahtt. 

Abbildung 3 zeigt die Amplifikation von 324 bp, 950 bp, 2.9 kb, 4.8 kb, 6.5 kb und 9.3 kb Fragmenten aus humaner, 
genomischer DNA mh Taq/Pwo-Enzymmischung (erfindungsgemaB) und Taq DNA Polymerase (Stand der Technik). 

Mit der Enzymmischung kOnnen Qber den ganzen Bereich PCR-Produkte erzielt werden. Mit Taq-Polymerase ist 
es nur mOglich, bis 3 to PCR-Produkte zu amplif izieren. tn alien Fallen zeigt die Enzymmischung deuttich mehr Produkt 
als Taq-Polymerase. 

Beisplel 4: 

Die Amplrfikationbedingungen als auch die Cyclebedingungen waren wie im Beispiel 1 aufgefOhrt, mit folgenden 
Anderungen: 

Es wurden die tPA Primer 1 und tPA Primer 2 verwendet. Die Menge an humaner DNA war 100 ng. 

FQr Pwo wurden folgende PCR Puffer Bedingungen gewahtt: 10 mM Tris/HCI pH 8.85; 25 mM KCI, 5 mM 
(NH 4 ) 2 S04). Die Magnesiumsutfat-Kbnzentration war 2.0 mM. Es wurden 2.5 U Pwo DNA Polymerase pro Reaktion 
eingesetzt. 

Es wurden folgende dlsfTP Mischungen fOr die Experimente verwendet: 

1 je 200 uM dGTP, dCTP, dATP, dTTP 

2 je 200 vM dGTP, dCTP, dATP, dTTP; 100 ^M dTTP, 100 uM Biotln-dUTP 

3 je 200 uNI dQTP. dCTP, dATP, dTTP; 134 uM dTTP, 66 uM Biotin-dUTP 

4 je 200 pM dQTP, dCTP, dATP, dTTP; 180 pM dTTP, 20 uM Biotin-dUTP 

5 je 200 \iM dQTP, dCTP, dATP, dTTP; 134 uM dTTP, 66 uM Digcwgenin-dUTP 

6 je 200 pM dGTP, dCTP, dATP, dTTP; 190 uM dTTP, 10 uM Digaxigenin-dUTP 

Abbildung 4 zeigt die Amplifikation und MarWerung eines 375 bp Fragmentes aus dem tPA Qen aus humaner DNA 
mit Pwo-DNA-Polymerase, Taq- DNA- Polymerase und der Enzymmischung in Abhangigkeit von verschiedenen Kon- 
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zartration^ der modif tierten Nukfeotiden DIGWUTP und Bfo^UTP. Sowohl der Einbau von Dfaoxioenin-dUTP ate 
^^B,ot,n<) UTP unabhflngj von der Kbnzentration des modifier, NuMeotides. wird rrtft 

inwlr^^ *u hoherem Molekularflewicht was einen hfiheren Einbau von modiliziertem dUTP ent- 
amr?Tr^S era8e ^Wium-Bromld Qel kdne spezifischen PCR-ProduWe. nZrapezHschen Hinter- 

wieSj Reakti0n6bedinBUn<ien f0f <fie fletoppa,te K^ 0 * ,0r dte AMV/Taq-Pwo Mlschung (emrriungsgernftB) aind 
, M ^ m J° t^r^J U m * 0 75 ^ der h Beis P iel 1 beschriebanen Enzymmischung (Taq/Pwo); 22 mM 

den: 2*7^^ ^ K^emraHonen e<ngeset*wu, 

£ Ansatz bestand I aus 4 U Tth DNA-Polvmerase. 50 mM Bicine/KDH pH 8.2. 1 15 mM KfeinM \SSSS 8% (vM 
^f TP 0"-« 300 nM ^"enzspe^isohe Collagen 3 forward und C<S£en iTav^men?^ 
gleiche Konzentrationen der jewailigen Template RNA wie cben beschrieben reverse rnmersaowie 

Die RT-PCR wurde In einam PerMn Elmer QenAmp 9600 Thermocyder rrtft folgendem Cycleprogramm durchge. 
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IX 

U 
10x 



25x 



1x 



Reverse TranskriptJorm Reaktion, 30 Min. bei 60°C ~~ " 

•Denaturierung for 2 Min. bei 94*C 

Denaturierung for 15 Sek. bei 94°C 

Annealing for 30 Sek. bei 60°C 

Elongation for 40 Sek. bei 72°C 

Denaturierung for 20 Sek. bei 94°C 

Annealing for 30 Sek. bei 60°C 

Elongation for 40 Sek. bei 72'C + Cycle Verlangerung fur 10 Sek. fOrjeden weiteren Cyde 
7 Min. bei 72°C 



46 



20mI I des erhartenen PCR Produktes wurde auf einem 1%igen Agarose-Gel analysiert 

«n e ^H«^^ die ^ , !| k f 259 * Fra9mentes aus CoIlagen-mRNA. Die Enzymmischung zetgt Ober 

hOhere Produktmenge. Selbst bei 5 ng Ausgangs-RNA itfder Enz^m^Vng 
S^nn Signal slchtbar, wflhrend mrt der Tth DNA-Polymerase nur eln sehr schwaches Signal erzlett war- 



so Bpi^i^iri 168 ^ Reakt,0 " sb « iin fl" n 9e« tor die getoppelte RT-PCR fir die AMV/Taq-Pwo Mischung wie in 
S/^S^T^ F ° r die ™ V ^- R ^°" wurde anstelle der erfirxlungsgemflSen E^rnr- 
SZ£ I JiS ^A-Polymerase ve^rendet. In beiden Reaktronen warden 200 nM G3PDH Primer forward and 

« fO IwfS?^^ ^ ™ " dNTPs Qewals) und 2.25 mM M^.onen durchge- 

Die Thermocycie-Bedingungen unterschieden sich wie folgt zu Beispiei 5: 

- RTReaktion bei 55*C f Or 30 Min. 

- AnneaCng-Temperatur der Primer bei 55°C 
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Elongationszeit 1 Min. 

Abbitdung 6 zeigt did Amplification des 983 bp Fragmentes aus G3PDH-RNA. Die AMV/Enzymmischung zeigt 
unter alien Bedingungen eine deutilch hOhere Produktmenge ate die AMV/Taq Mischung. Ebenfalls wjrd sichtbar. daB 
s die ErhOhung der dNTP/Mg 2+ -Konzentration eine Verbesserung der Reaktion darstellt, unabhangig von dem verwen- 
deten System. 

Be1sDlel7: 

to Eb wurden dieselben Reaktionsbedingungen far die gekoppette RTPCR for cfle AMV/Taq-Pwo Mischung (b) sowie 
f Or AMV/Taq (b) wie in Beispiel 6 beschrieben verwendet In beWen Reaktionen wurden 200 nM Dystrophin Primef for- 
ward und reverse verwendet. Als Template wurde Qesamt-Muskel-RNA aus Mensch verwendet, wobei folgende Kon- 
zentrationen eingesetzt wurden: 100 ng, 10 ng und 5 ng. Neben der Ternplale-Konzentralion wurde noch die 
Ammoniumsultatkonzentration in der Reaktion verandert. Folgende AS-Mengen wurden eingesetzt: 18 mM, 20 mM, 22 

is mM, 24 mM und 26 mM. 

Die Thermocycle- Bedingungen unterschleden sich wie tolgt zu Beispiel 5: 

• RT-Reaktion be) 55°C fOr 30 Min. 

Anneal ing-Temperatur der Primer bei 58°C 
20 - Elongationszeit 1.5 Min. 

Abbitdung 7 zeigt die Amplifikation des 1851 bp Fragmentes aus Dystrophle-RNA. Die AMV/Enzymmischung zeigt 
unter alien verwendeten Bedingungen eine deutlich hOhere Produktmenge als die AMV/Taq Mischung. Etwas hflhere 
Ammoniumsutfatkonzentrationen geben ein starkeres Signal. 

25 
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SEQUENZPROTOKOLL 



( 1 ) ALLGEMEINE ANGABEN: 
(i)ANMELDER: 

. (A) NAME: BOEHRJNGER MANNHEIM GMBH 

(B) STRASSE: Sandhofer Str. 11 6 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: D-68305 

(G) TELEFON: 0621/759-3277 

(H) TELEFAX: 062 1 /759-4457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Verfahren zur spezifischen Verviel- 
faeltigung und zum Nachweis von DNA bzw. RNA 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 22 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTR GER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30B (EPA) 

(v) DATEN DER PRIORITATSANMELDUNG: 
ANMELDENUMMER: EP 95105346.1 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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( ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
TAAAGGGTCA CCGTGGCTTC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzeistrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
CGAACCACAT TGGCATCATC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzeistrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
TGGAAACTTT CCACTTGAT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
GTCCCAAGCA ATGGATCAT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 26 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
GGAATTCTAT GGGAGTGCAG GTGGAA 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 35 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = Trimer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
GCGOATCCAA GCTTTCATTC CAGTTTTAGA AGCTC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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Cii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
GGTGCATCAT ATAAGTTGCC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
AAGGCTACAC TGTTAATTTT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEK0LS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
GTCCCAAGCA ATGGATGAT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
TGGAAACTTT CCACTTGAT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1 1: 
GGAAGTACAG CTCAGAGTTC TGCAGCACCC CTGC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
GATGCGAAAC TGAGGCTGGC TGTACTGTCT C 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
TGTCTCCAGC ACACAGCATG TTGTCGGTGA C 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "Primer" 



(xt) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 
CAAAGTCATG CGGCCATCGT TCAGACACAC C 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEK0LS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
AOACAGTACA GCCAGCCTCA 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2 1 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16: 
GACTTCAAAT TTCTGCTCCT C 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNO: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17: 
CCAAGAGGAA GGCCAAGTCG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNO: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 
GGTGGTTTCT TGGTCGGTG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 
TAGAGTTTGC CCATGGATTG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nuclcotid 

(C) STRANGFORM: Einzelslrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREBUNG: SEQ ID NO: 20: 
GGGAAGTAGA GGACTGTTAT GAAAGAGAAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 26 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOOIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEK0LS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21 : 
TGAAGGTCGG AGTCAACGGA TTTGGT 26 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: other nucleic acid 
(A) BESCHREIBUNG: /desc - "Primer" 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22 
CATGTGGGCC ATGAGGTCCA CCAC 24 



PatentansprQche 

. 1. Verfahren zur spezrfischen VervieKfiltigung von kurzen ein- oder doppelstrfingigen NuWeinsaure-Fragrnenten in 
Gegenwart mindestens eines geeigneten Primer-Paares, einer zwischen pH 7,0 und 9,5 puffernden Substanz, 
samtlicher for die DNA-Kottertverlflngerung erfdrderlichen Nuklootide (dNTP6) und oinor Enzymmtechung, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Enzymmischung au6 elner thermophilen DNA-Polymerase rvst proofreading-Aktivitftt und 
einer thermophilen DNA-Polymerase ohne proofreading-AkBvHat besteht und nach gegebenenfalls stattgefunde- 
nem Denaturierungsschritt zur Spaltung von doppelstrangfgen DNA-Fragmerrten der Elortgationsschritt zwischen 
5 Sekunden und 8 Minuten bei mindestens 70 °C durchgefOhrt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch geKennzeichnet, da(5 die Enzymmischung elne DNA-Polymerase ohne 
proof reading- Aktivi tat im UberschuB aufweist. 
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3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2. dadurch gekennzeichnet. daB die Enzymmischung DNA-Polymerasen aus 

& ' l et1ah TT Ch ^ n TJ ier VOranoe9an9enen A^P^che. dadurch gekennzeichnet. daB Magnesiurnionen in einem 
6 ' !!^ hr f naC ,L ein !!?^ er VOranfleoan S enen AnsprOche. dadurch gekennzeichnet. daB ungefahr 18 bis 30 mM 

81 £££2^ — * ■*""-«»* ** ein Enzym m« reverse, 

9 ' ^SST nMh An8pfUCh 8> dat,urdl S*»nW*n* daB as sJch bel dem Enzym urn AMV- und/oder MoMuLV-RT 

1 °" ^^ ein8m der vorangegangenen AnsprOche. dadurch gekennzeichnet. daB efne der thermostabilen 
DNA-Polymerasen reverse Transkriptase-AktivHat aufweist. . irwrmosaiMien 

11 ' stSr3el naCh einem d9rAnSprQCt19 8 W8 10 ' dadurch gekennzeichnet, *Bdie RtReakBon bel ca. AS' bis 60«C 

12 " ^^n^f* 9 ^^ aDseinerthermophilen DNA-Potymerase rnltproolraadlng-Aktivrtflt und einer thermo- 
philen DNA-Polymerase ohne proofreading-AWvftat im Verhaimie 1 : 10- U nd die ■Kbnmttkmfe BevrnTS 
angelegt isl. da Q die Endkonzentration 0.5 bfs 5.0 U/Volumen ReaJtfc^sml^ung^beS 

13. Enzymmtechung.nach Anspruch 12. dadurch gekennzeichnet; daB DNA-Polymerase a^Pyrococcus woessJ und 
Thermus aawaiicus sowie o.s bis 5.0-mM MagneaumJonen zugegen slnd. a^rYrocpccuswOftfffit und 

14. Verwendung der- Enzymmischung gemaB Anspruch 12 oder 13 zur Vervierfaltigung kurzer DNA-Fragmente. 

1 6. Verwendung gemaB Anspruch 14. dadurch gekennzeichnet. daB die DNA-Fragmente bis zu ca. 3 kb lang sind. 

16. VerwiKlung der. Enzymmischung gemaB der AnsprOche 12 bis 14 zur. Vervielfalfaung kurzer DNA-Fraomente 
und/bder MarWerung von DNA-Fragmenten rrdt modHizierten NukleorJden. ^Omenta 
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Abbilduna 2 
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Abbilduna 3 
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Abbilduna 4 
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Qrfindungsgem&d 



1 je 200 mM dGTP, dCTP, dATP, dTTP 

2 je 200 mM dGTP, dCTP, dATP, dTTP* 

3 je 200 MM dGTP, dCTP, dATP, dTTP; 

4 je 200 mM dGTP, dCTP, dATP, dTTP; 

5 ja 200 pM dGTP, dCTP, dATP, dTTP; 

6 je 200 MM dGTP p dCTP, dATP, dTTP* 



100 MM dTTP, 
134mM dTTP, 
180 mM dTTP, 
134 mM dTTP, 
190 mM dTTP, 



100 mM Biotin-dUTP 
66 mM Biotin-dUTP 
20-MM«otin-dUTP- — 
66 mM Digoxigemn-dUTP 
1 0 pM Digoxigenin-dUTP 
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Abbildung 5 
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Vbbiiduns: t> 




: 250 ng Gesamt-RNA (human) 
: 100 ng Gesamt-RNA (human) 
lOng Gesamt-RNA (human) 
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\bbiidune: .7 
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b) AMV/ Taq 




1 8 mM Ammoniumsulfat 
20 mM 
22 mM 
24 mM 
26 mM 
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